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The material  eluted from these zones was analyzed for AMP with the Beckman DU spectro- 
photometer .  The difference between the value obtained for strip 1 (25. 3 #g) and an average of 
the values obtained for strips 2 and 3 (21.2 and 21. 4 gg) indicates liberation of AMP in the process 
of formation of p-NPS. The presence of AMP in str ips 2 and 3 is probably  due to decomposition 
of the "active sulfate" intermediate. 

Eluted radioactive "active sulfate" intermediate was tested for phosphorus.  A large amount  
of inorganic phosphorus  was found, indicating t ha t  under  the conditions employed the rate of 
migrat ion of phosphate  was similar to the rate  of migrat ion of the intermediate. As the difference 
between total  and inorganic phosphorus  was not  significant no conclusion can be reached con- 
cerning the presence of phosphorus  in the compound.  

On the basis of our  findings, viz. (a) coincidence of ultraviolet absorpt ion and radioactivity 
(due to incorporated radioactive sulfate) in the zone of paper  giving on elution "active sulfate" 
intermediate, (b) the presence of ribose in a ratio of I:O.93 to AMP, (c) liberation of AMP in 
the process of formation of p-NPS, in Conjunction with the fact tha t  pyrophospha te  is liberated 
in the process of formation of the "active sulfate" as shown by HILZ 5, the following tentat ive 
conclusion seems justifiable. The "active sulfate" is formed from ATP by splitting off pyro- 
phosphate  and binding of sulfate to AMP, probably  through the phosphoric acid, forming a mixed 
anhydride. The "active sulfate" reacts with p -NP  in the presence of transferring enzyme, trans- 
ferring the sulfate with formation of p-NPS and liberation of AMP. 

The activation step (formation of "active sulfate" intermediate) is probably the common 
first step in the biosynthesis of all sulfuric acid esters. Transfer of the sulfate from the "active 
sulfate" to the subs t ra te  (phenols, steroid phenols and alcohols, amino sugar  containing substrates,  
and others) is probably  mediated by  specific transferring enzymes. An indication of this possibility 
is presented by  HILZ AND LIPMANN 6 with Neurospora sitophila and by our findings 7 with the 
mold Fusarium solani, where formation of p-NPS was obtained only when the liver transferring 
enzyme was added to a cell-free preparat ion of the mold. 

F rom the foregoing observations we may  tentat ively col~clude tha t  the "act ive sulfate" 
intermediate is adenylsulfate. 

Our grat i tude is expressed to Miss PHYLLIS SMITH and Dr. C. T. LING for the ribose determi- 
nations. 

Note: A paper  by  HILZ AND LIPMANN 6 appeared while this work was in progress. Our fnd ings  
are in agreement  with theirs on m a n y  points. 
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Effet du jeune prot~ique prolong~ $ur la r~partition des ribonucl~otides 
nucl~ique$ dans diverses fractions cytoplasmique$ du foie de rat 

Au cours de recherches ant~rieures z, nous avons constat~ une r~duction de la quantit~ absolue 
de l'acide ribonucMique (ARN) du foie de 3 ° ~ 5o% ~- la suite d 'un  jefine prot~ique prolong6 
(4 a 6 semaines). D 'au t re  part,  il s 'est  av~r~ que l'activit6 sp~cifique du P de I 'ARN res tant  ~. la 
suite d 'une d6nutrit ion azot6e se t rouve accrue z. Nous nous sommes  alors demand6s s'il existe 
une diff6rence de consti tut ion entre l 'ensemble de I 'ARN du foie normal  et celui qui reste ~ la 
fin du jefine. Pour  r6pondre ~ cette question, nous avons ~tudi~ la r~partition des nucMotides 
dans diverses s t ruc tures  du cytoplasme du foie chez des an imaux no rmaux  d 'une part, chez des 
an imaux ayant  perdu 3 ° ~ 45 % de leur poids / t  la suite du jefine prot~ique d 'au t re  part.  

Les an imaux ont  ~t~ sacrifi6s apr6s 18 heures de jefine total, ce qui entra~ne la disparition 
du glycog~ne h6patique. Le fract ionnement  a6t6 effectu6 dans le saccharose o. 25 M selon DE DOVE 8. 
Apr6s sddimentation des noyaux, nous avons s~pard les mitochondries lourdes A 3o,ooo g rain*, 

* La notat ion en g min a 6t6 propos6e par  DE DOVE ~T BERTHET 4. 
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T A B L E A U  I 

REPARTITION IreS NUCLEOTIDES DES ACIDES RIBONUCL2XQUES VANS DIVERSES FRACTIONS 
CYTOPLASMIgUES DU FOIE DE RAT 

Compara i son  en t re  a n i m a u x  tdmoins  et  a n i m a u x  a y a n t  subi  u n  jefine protdique prolongd. 
Yaleurs  expr imdes  en moldcules pour  IOO moldcules de nucldotides.  

Mitochondvies ldgdms Miceosocnes 

Nbfe Nbve 
Exp. G U C A Exp. G U C A 

Tdmoins  3 31.o 22.3 25.4 21.3 6 30.8 21.6 27.7 20.0 
+ i .oo" 4- 2.54 + 3.95 4- 1.85 4- 2.04 4- 1.59 4- 1.32 4- 1.79 

Jef ineurs  3 31.o 22.0 25.4 21.6 5 37 .0 19.6 24.0 19.4 
2_ I.OO 4- 2.64 4- 1.63 4- 1.58 4- 2.34 4- i . i o  4- 2.54 + 1.34 

p < o.ooi ** 

Sumageatg 

Nbre G U C A 
Exp. 

Tdmoins  6 32.2 22.5 25.7 z9.7 
+ 1.85 4- 2.88 4- 1.41 4- 1.37 

J e d n e u r s  5 30.8 23.2 25.0 2IX) 
4- o.84 -4- 1.3o -¢- 1.58 4- 1.73 

Abrdviations: Nbre  exp. :  n o m b r e  expd- 
riences;  G: aeide guany l ique ;  U:  acide 
ur idyl ique;  C: acide cyt idyl ique;  A: acide 
addnylique.  

*Ddviationstandard:s ~/ N--I " 

** La valeur de p indique le degrd 
de signification de la diffdrence entre 
tdmoins et jet~neurs determind ~t l'aide 
du test "t'" de Fisher. 

les mitochondries Idg~res ~ 250,000 g rain et les microsomes tt 3,oo0,000 g rain; le surnageant 
a dgalement dtd recueiUi. La puretd des fractions obtenues a dtd contr61de par le dosage d'un 
enzyme caractdristique: la cytochrome-oxydase pour les mitochondries lourdes, la phosphatase 
acide pour les mitochondries Idg~res et la glucose-6-phosphatase pour les microsomes s. Ensuite, 
les diffdrentes fractions ont dtd ddbarrassdes des composds acido-solubles et des lipides et les 
nucldotides de I'ARN ont dtd dosds par chromatographie sur papier selon notre technique 6. 

Les rdsultats de nos essais sont consignds darts le Tableau I. 
II rdsulte de l'examen de ce tableau qu'il n'y a pas de diffdrences dans la rdpartition des 

ribonucldotides des fractions de mitochondries Idg~res et du cytoplasme surnageant entre animaux 
tdmoins et jefineurs. On relive par contre un accroissement notable de l'acide guanylique avec 
rdduction parall~le de l'acide uridylique et cytidylique au niveau des microsomes du foie d'animaux 
jeilneurs. La diffdrence pour l'acide guanylique est hautement significative (Test de Student- 
Fisher: t ~ 4.83; p~ o.ooi). On peut en conclure ~t l'existence d'une diffdrence nette entre 
YARN restant et celui qui quitte les cellules au cours du jeflne protdique. 

Les fairs exposds apportent dgalement une nouvelle preuve in vivo de l'existence de divers 
types EARN ~t c6td de la ddmonstration fournie d'une dilldrence de constitution entre I'ARN 
du noyau et du cytoplasmee-L 

Les quantitds faibles de mitochondries lourdes dont nous disposions n'ont pas permis une 
comparaison exempte de critiques. Les rdsultats d'expdriences nouvelles seront rapportds ultdri- 
eurement. 
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